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Resumo
O objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente bactérias 
diazotróficas isoladas de exemplares da gramínea tolerante à 
dessecação, Tripogon spicatus, oriundos da Caatinga. As bactérias 
foram isoladas de solo rizosférico e de raízes de T. spicatus 
utilizando-se o meio de cultura BMGM semissólido para a obtenção 
de isolados capazes de fixar o nitrogênio atmosférico em condições 
microaerofílicas. Os tubos inoculados, onde foi possível observar 
a película característica para a fixação biológica do N em meio 
semissólido, foram utilizados para a obtenção dos isolados que foram 
purificados em meio de cultura Dyg’s sólido e avaliados quanto às 
principais características culturais. Para cada uma das características, 
a diferença do número de isolados entre o solo rizosférico e a raiz 
foi avaliada através do teste F. Foi possível observar uma grande 
variabilidade fenotípica dos isolados, havendo diferença significativa 
para seis dentre as oito características avaliadas. Esses resultados 
indicam que existe grande variabilidade entre os 67 isolados avaliados e 
demonstram a presença de comunidades bacterianas distintas habitando 
o sistema radicular e o solo rizosférico de T. spicatus na Caatinga.
Palavras-chave: fixação biológica de nitrogênio, bactérias associativas, 
biodiversidade, tolerância à dessecação, Semiárido. 
Abstract
The aim of this work was to characterize phenotipically diazotrophic 
bacteria isolated from desiccation tolerant grass Tripogon spicatus 
at Caatinga biome. The bacteria were isolated from rhizosferic soil 
and from roots of T. spicatus using the semi-solid medium BMGM to 
obtain bacteria able to fix the atmospheric nitrogen in microaerophilic 
conditions. The inoculated tubes where possible to observe the 
characteristic pelicle to the biological nitrogen fixation at the semi-solid 
medium were used to the obtainent of the isolates that were purified 
in Dyg’s solid medium and were evaluated regarding its mean cultural 
features. For each characteristic evaluated, the differences of the 
isolates number (between rhizosferic soil and roots) were compared 
through F test. It was possible to observe a great phenotypical 
variability among the diazotrophic isolates and statistical differences 
was observed in six of eight characteristics evaluated. This results 
indicate that there is a great variability among the 67 bacterial isolates 
evaluated showing the presence of different bacterial communities 
inhabiting the root system and the rhizospheric soil of T. spicatus at 
Caatinga.
Keywords: biological nitrogen fixation, associative bacteria, 
biodiversity, desiccation tolerance, Semi-arid. 
Phenotypic Characterization 
of Diazotrophic Bacteria 
Associated to Tripogon 
spicatus in Caatinga Biome
Paulo Ivan Fernandes Júnior; Saulo de Tarso 
Aidar; Carlos Alberto Tuão Gava; Jerri Édson Zilli; 
Lindete Míria Vieira Martins 
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Introdução
As espécies vegetais da Caatinga possuem mecanismos de adaptação 
às condições do Semiárido. Algumas delas apresentam a capacidade de 
manter seus tecidos vegetativos viáveis por longos períodos de tempo 
mesmo após desidratação extrema e retomada do desenvolvimento 
vegetativo e reprodutivo durante os períodos de chuva (GAFF, 1987; 
RAWITSCHER et al., 1952). Plantas que apresentam essa capacidade 
são conhecidas como tolerantes à dessecação (BEWLEY; KROCHKO, 
1982; FARRANT; MOORE, 2011; OLIVER; BEWLEY, 1997; RASCIO; 
ROCCA, 2005;).
Além dos mecanismos fisiológicos de tolerância às condições 
ambientais, as espécies vegetais podem ser influenciadas na sua 
adaptação a diferentes ambientes pela associação com micro-
organismos (GROVER et al., 2011). Essa associação, já bem conhecida 
e caracterizada para espécies vegetais cultivadas, pode influenciar 
na adaptação a ambientes submetidos a estresses – hídrico, salino, 
térmico, etc. – ( GROVER et al., 2011). Entretanto, para plantas 
nativas, essas associações têm sido pouco estudadas.
As gramíneas (Poaceae) representam uma família botânica com 
capacidade de se associar com uma grande variedade de espécies 
de bactérias diazotróficas. Essas associações têm sido estudadas e 
caracterizadas para diversas culturas no Brasil, como cana-de-açúcar, 
milho, arroz, dentre outras (BALDANI; BALDANI, 2005; BALDANI et 
al., 2009). Para as gramíneas que ocorrem em seu ambiente nativo, 
esses estudos foram conduzidos em biomas como o Pantanal (BRASIL 
et al., 2005), Amazônia (FERNANDES JÚNIOR et al., 2010) e mais 
recentemente na Caatinga (FERNANDES JÚNIOR et al., 2011).
Tripogon spicatus (Nees) Ekman (1912) é uma espécie de gramínea 
tolerante à dessecação que ocorre na Caatinga e em outras localidades 
da América do Sul, como na Argentina (GAFF, 1987). Sua distribuição 
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se estende também pelas ilhas do Caribe, México e Sul dos Estados 
Unidos, principalmente em afloramentos rochosos e em áreas arenosas 
ou com solos rasos, tais como os Neossolos Litólicos (BARKWORTH 
et al., 2007). A tolerância à dessecação de tecidos vegetativos 
apresentada por T. spicatus é explicada por um conjunto de diferentes 
mecanismos celulares de proteção e reparo contra estresses mecânicos, 
ultraestruturais e oxidativos (BEWLEY; KROCHKO, 1982; FARRANT; 
MOORE, 2011; OLIVER; BEWLEY, 1997; RASCIO; ROCCA, 2005;). 
Poucos estudos foram conduzidos para avaliar a ocorrência de micro-
organismos benéficos associados a T. spicatus. Em uma avaliação 
preliminar, Fernandes Júnior et al. (2011) avaliaram a ocorrência 
de bactérias diazotróficas associadas a T. spicatus na Caatinga e 
demonstraram que essa espécie apresenta grande diversidade de 
bactérias diazotróficas, tanto endofíticas como rizosféricas, que 
apresentaram  baixa similaridade fenotípica  com bactérias associativas 
bem estudadas como Azospirillum brasilense, Herbaspirillum 
rubrisubalbicans, Burkholderia tropica e Gluconacetobacter 
diazotrophicus.  Tais resultados indicam que novos taxa bacterianos 
podem ser encontrados em associação com T. spicatus. 
O objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente os isolados 
de bactérias diazotróficas provenientes de raízes e de solo rizosférico 
de T. spicatus.
Material e Métodos
Plantas sadias de T. spicatus foram coletadas em uma área de Caatinga 
hipoxerófila no distrito de Baixa do Juremal, Município de Lagoa 
Grande, Sertão de Pernambuco, no mês de maio de 2011. As plantas 
foram amostradas em quatro diferentes pontos, localizados entre 8º 48’ 
11,6” e 8º 48’ 23,9” de latitude Sul e 40º 14’ 48,4” e 40º 14’ 58,7” 
de longitude Oeste. Em cada ponto foi coletada uma amostra composta 
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de, pelo menos, cinco amostras simples, constituídas de uma planta e 
o respectivo solo rizosférico. A coleta das plantas juntamente com o 
solo rizosférico foi realizada com auxílio de uma pá de forma a manter 
o sistema planta-raiz-solo intacto. Após a coleta, as amostras foram 
acondicionadas em sacos plásticos, transportadas para o Laboratório de 
Microbiologia do Solo da Embrapa Semiárido e armazenadas a 4 oC até o 
processamento do material.
Para o isolamento e purificação das bactérias diazotróficas utilizou-se 
a  metodologia proposta Döbereiner et al. (1995). O solo rizosférico 
foi cuidadosamente separado das raízes e as plantas foram lavadas 
em água corrente e, posteriormente, com água destilada esterilizada. 
Foram pesadas, em triplicata, 10 g de cada amostra de raiz ou de solo 
rizosférico. Cada triplicata foi colocada em 90 mL de NaCl 0,85%, sendo 
as raízes trituradas em miniprocessador. As suspensões permaneceram 
em repouso por 1 hora e posteriormente foram diluídas em série em NaCl 
(0,85%) até 10-7. Uma alíquota de 100 μL de cada diluição foi inoculada 
em triplicata em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura isento 
de nitrogênio BMGM semissólido (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 
2001) e incubadas por 7 dias a 30 °C.
Todas as triplicatas de cada uma das três diluições menos concentradas 
onde ocorreu a formação da película, característica do crescimento 
de bactérias diazotróficas e FBN em condições microaerofílicas, 
foram inoculadas novamente no meio semissólido e incubadas por 7 
dias a 30 °C. As repetições que voltaram a apresentar a formação 
de película foram inoculadas em placas de Petri contendo meio 
Dyg´s sólido (RODRIGUES NETO et al., 1986) e incubadas a 30 °C 
por um período de 2 a 3 dias. Para obtenção de culturas puras, as 
bactérias foram novamente inoculadas em placas contendo o mesmo 
meio e reinoculadas em duplicata no meio BMGM semissólido para 
a confirmação de crescimento em meio isento de nitrogênio e em 
condições microaerofílicas.
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A caracterização cultural dos isolados foi realizada em meio Dyg’s. 
As variáveis avaliadas foram: tamanho da colônia (em mm), cor, 
forma da colônia (circular ou irregular), opacidade da colônia (opaca, 
translúcida ou transparente), elevação da colônia (plana ou elevada), 
aparência da colônia (homogênea ou heterogênea, referente ao aspecto 
dos exopolissacarídeos nas colônias isoladas), aparência do muco 
produzido (homogêneo ou heterogêneo, referente ao aspecto dos 
exopolissacarídeos no crescimento bacteriano concentrado, ou seja, na 
região da placa onde não há colônias isoladas) e quantidade de muco 
produzido na placa (pouca, mediana ou elevada).
Para a comparação dos resultados entre os habitats estudados – solo 
rizosférico e sistema radicular –, os dados relativos ao número de 
isolados foram tabulados em função dos quatro pontos de coleta e, 
para cada característica observada, foi feita a comparação com o teste 
F com p < 0,10 (FERNANDES JÚNIOR et al., 2011; PEREIRA et al., 
2011).
Resultados e Discussão
Foram obtidos 67 isolados bacterianos em meio de cultura isento de 
nitrogênio BMGM semissólido que apresentaram elevada diversidade 
nas suas características fenotípicas. O crescimento bacteriano em meio 
livre de nitrogênio em condições microaerofílicas sugere a ocorrência 
da capacidade de fixação biológica de nitrogênio (SILVA; MELLONI, 
2011). A relação dos isolados e das características avaliadas podem ser 
visualizadas na Tabela 1. Todos os isolados bacterianos apresentaram 
colônias visíveis até o terceiro dia após a inoculação no meio Dyg’s.
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Continua...
Tabela 1. Características culturais de bactérias diazotróficas isoladas de solo rizosférico e de raízes de T. spicatus 
na Caatinga.
Isolado Origem Diâmetro 
da colônia
Cor da 
colônia
Forma da 
colônia 
Opacidade da 
colônia
Elevação da 
colônia
Aparência da 
colônia
Aparência do 
muco
Produção 
de muco
ESA0001 raiz 3 mm laranja irregular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0002 raiz 3 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0003 raiz 3 mm creme circular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0004 raiz 2 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea mediana
ESA0005 raiz 2 mm laranja circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0006 raiz 2 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0007 raiz 2 mm creme circular opaca côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0008 raiz 3 mm creme circular opaca côncava homogênea heterogênea mediana
ESA0009 raiz 2 mm creme circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0010 raiz 2 mm creme circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0011 raiz 4 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0012 raiz 2 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0013 raiz 2 mm creme circular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0014 raiz 2 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0015 raiz 3 mm creme circular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0016 raiz 1 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0017 raiz 2 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0018 raiz 3 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea mediana
ESA0019 raiz 3 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea mediana
ESA0020 raiz 3 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0021 raiz 4 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0022 raiz 5 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea mediana
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Continuação.
Continua...
Isolado Origem Diâmetro 
da colônia
Cor da 
colônia
Forma da 
colônia
Opacidade da 
colônia
Elevação da 
colônia
Aparência da 
colônia
Aparência do 
muco
Produção 
de muco
ESA0023 raiz 2 mm bege circular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0024 raiz 1 mm creme circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0025 raiz 2 mm creme circular opaca côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0026 raiz < 1 mm creme circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0027 raiz < 1 mm creme circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0028 raiz 2 mm laranja circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0029 raiz 2 mm creme circular opaca côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0030 raiz 2 mm laranja circular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0031 raiz 1 mm creme circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0032 raiz 2 mm amarela irregular translúcida côncava homogênea heterogênea pouca
ESA0033 raiz 3 mm laranja irregular translúcida plana heterogênea homogênea pouca
ESA0034 raiz 1 mm amarela circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0035 raiz 3 mm creme circular opaca plana heterogênea heterogênea pouca
ESA0036 raiz 3 mm creme circular opaca plana heterogênea heterogênea pouca
ESA0037 solo 1 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0038 solo 3 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0039 solo 2 mm creme irregular transparente côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0040 solo 2 mm bege circular transparente côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0041 solo 2 mm bege circular transparente côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0042 solo 3 mm amarela irregular opaca côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0043 solo 3 mm amarela circular opaca côncava heterogênea homogênea mediana
ESA0044 solo 2 mm bege circular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0045 solo 2 mm bege circular transparente côncava heterogênea heterogênea pouca
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Continuação.
Isolado Origem Diâmetro 
da colônia
Cor da 
colônia
Forma da 
colônia
Opacidade da 
colônia
Elevação da 
colônia
Aparência da 
colônia
Aparência do 
muco
Produção 
de muco
ESA0046 solo 2 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0047 solo 1 mm creme irregular translúcida plana homogênea homogênea pouca
ESA0048 solo 1 mm bege circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0049 solo 2 mm creme circular transparente côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0050 solo 2 mm bege circular translúcida côncava homogênea homogênea pouca
ESA0051 solo 4 mm bege circular opaca côncava heterogênea homogênea mediana
ESA0052 solo 4 mm creme circular opaca côncava homogênea heterogênea abundante
ESA0053 solo 3 mm bege circular opaca côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0054 solo 2 mm bege circular opaca côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0055 solo 2 mm bege irregular translúcida plana heterogênea heterogênea pouca
ESA0056 solo 5 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea mediana
ESA0057 solo 2 mm creme circular opaca côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0058 solo 4 mm bege irregular translúcida côncava heterogênea heterogênea mediana
ESA0059 solo 2 mm creme irregular translúcida plana heterogênea heterogênea pouca
ESA0060 solo 1 mm creme circular opaca côncava homogênea heterogênea pouca
ESA0061 solo 3 mm creme circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0062 solo 2 mm creme circular translúcida côncava heterogênea homogênea pouca
ESA0063 solo 3 mm creme irregular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0064 solo 3 mm amarela circular opaca côncava homogênea homogênea pouca
ESA0065 solo 2 mm laranja circular translúcida côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0066 solo 3 mm bege irregular opaca côncava heterogênea heterogênea pouca
ESA0067 solo 3 mm laranja circular opaca côncava heterogênea homogênea pouca
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Com relação ao tamanho das colônias, a maioria dos isolados (50) 
apresentou colônias com tamanho entre 2 mm e 3 mm, enquanto 
dez apresentaram colônias com diâmetros de até 1 mm e sete com 
diâmetros iguais ou superiores a 4 mm (Tabela 2). Comparando-se a 
origem dos isolados foi possível observar que houve mais bactérias com 
diâmetros entre 2 mm e 3 mm associadas ao sistema radicular do que 
em solo rizosférico, de acordo com o teste F (Tabela 2).
Com relação à coloração das colônias, 42 apresentaram coloração 
creme, 13 bege, enquanto apenas sete e cinco apresentaram coloração 
laranja e amarela, respectivamente (Tabela 2). A análise estatística 
demonstrou que, também para a característica coloração das colônias, 
há diferença de acordo com a origem dos isolados, uma vez que 
as colônias de coloração creme foram mais abundantes nas raízes, 
enquanto as de coloração bege no solo rizosférico.
O formato da borda das colônias também diferiu entre as comunidades 
bacterianas dos habitats estudados, uma vez que, de um total de 
47 bactérias que apresentaram forma circular, 30 foram isoladas de 
sistema radicular e apenas 17 foram originárias do solo rizosférico 
(Tabela 2). As 20 bactérias que apresentaram colônias com forma 
irregular, tiveram distribuição semelhante nos dois habitats estudados. 
Avaliando-se a elevação das colônias, a grande maioria – 61 – 
dos isolados apresentou elevação enquanto apenas seis isolados 
apresentaram colônias planas. Nessa variável não foi observada 
diferença estatística entre o sistema radicular e o solo rizosférico.
A opacidade das colônias bacterianas foi outra variável que apresentou 
diferença entre as comunidades habitantes do solo rizosférico e do 
sistema radicular. Nessa característica, foi possível observar que 23 
dos 32 isolados com colônias translúcidas foram originários das raízes 
de T. spicatus, enquanto apenas nove foram de solo da rizosfera. Os 
isolados com colônias opacas, 17 na raiz e 13 no solo rizosférico, e 
transparentes, cinco no solo rizosférico, não apresentaram diferença 
estatística entre os habitats (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparação entre a origem e as características culturais 
de um total de 67 isolados de bactérias em meio de cultura isento 
N , associadas a T. spicatus na Caatinga, em cada faixa de fenótipo 
observado. 
Fenótipo observado
Número de 
isolados
Origem dos 
isolados Teste F (p< 
0,10)
Solo Raiz
Diâmetro da colônia
Até 1mm 10 4 6 ns*
2 mm a 3 mm 50 23 27 s**
4 mm ou mais 7 4 3 ns
Coloração da colônia
Creme 42 10 32 s
Bege 13 12 1 s
Amarela 5 3 2 ns
Laranja 7 2 5 ns
Forma da colônia
Circular 47 17 30 s
Irregular 20 10 10 ns
Opacidade da colônia
Opaca 30 13 17 ns
Translúcida 32 9 23 s
Transparente 5 5 0 ns
Elevação da colônia
Elevada 61 24 37 ns
Plana 6 3 3 ns
Aparência da colônia
Heterogênea 30 23 7 s
Homogênea 37 4 33 s
Aparência do muco
Heterogênea 27 18 9 s
Homogênea 40 9 31 s
Produção de muco
Pouca 57 22 35 ns
Mediana 9 4 5 ns
Abundante 1 1 0 ns
*ns= não sigificativo; **s=significativo
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As avaliações relativas à aparência das colônias e do muco produzido 
demonstraram que, para essas duas variáveis, a homogeneidade 
predominou. Com relação à aparência das colônias, 23 das 30 
heterogêneas foram isoladas do solo rizosférico, enquanto 33 das 
37 homogêneas foram isoladas do sistema radicular, apresentando 
diferença estatística pelo teste F. Da mesma forma, foi possível 
observar diferença estatística entre os isolados oriundos de sistema 
radicular e de solo rizosférico, avaliando a homogeneidade do muco. De 
um total de 40 bactérias com muco de aspecto homogêneo, 31 foram 
oriundas de sistema radicular e, das 27 bactérias que apresentaram 
muco heterogêneo, 18 foram oriundas de solo rizosférico (Tabela 
2). Com relação à produção de muco, apesar da grande maioria (57) 
das bactérias ter apresentado pouca produção de muco, não houve 
diferença entre a quantidade de isolados de sistema radicular (35) e de 
solo rizosférico (22). Nove bactérias apresentaram produção mediana 
de muco, enquanto apenas um isolado diazotrófico de solo rizosférico 
apresentou produção de muco abundante.
Das oito variáveis avaliadas neste estudo, apenas duas não 
apresentaram diferença estatística ao se comparar a quantidade 
de bactérias oriundas de sistema radicular ou de solo rizosférico. 
Esses resultados indicam que, nas condições da Caatinga, além da 
comunidade de bactérias associada a T. spicatus ser muito diversa, 
conforme ressaltado por Fernandes Júnior et al. (2011), há significativa 
diferença entre as comunidades bacterianas encontradas no sistema 
radicular com as rizosféricas, ressaltada pelas características avaliadas.
Ao avaliar a comunidade de bactérias diazotróficas associadas às 
gramíneas nativas em regiões semiáridas dos Andes, Ferrero et 
al. (2010) observaram diferenças entre o perfil das comunidades 
associadas aos tecidos radiculares e a comunidade no solo rizosférico. 
Esse mesmo padrão também já foi encontrado em gramíneas 
cultivadas, tais como milho e sorgo (COELHO et al., 2009).
17 Caracterização Fenotípica de Bactérias Diazotróficas Associadas a Tripogon spicatus ...
Resultados de pesquisa avaliando a diversidade de bactérias 
diazotróficas associadas a espécies nativas podem revelar importantes 
papéis dessas bactérias no estabelecimento das espécies vegetais em 
seus ambientes naturais, principalmente aqueles potencialmente mais 
estressantes, tais como os ambientes de regiões de clima semiárido 
e árido (PUENTE et al., 2009). Dessa forma, estudos ecológicos de 
espécies vegetais nativas associadas a bactérias diazotróficas da 
Caatinga podem fornecer informações importantes para aplicações 
biotecnológicas diversas (KAVAMURA et al., 2009).  
Conclusão
 
A avaliação da associação de T. spicatus com bactérias na Caatinga 
revelou a existência de uma diversidade de bactérias capazes de 
crescer em meio isento de N, além da existência de comunidades 
bacterianas habitantes do solo rizosférico e dos tecidos radiculares com 
características distintas.
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